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II. Resumo 
   
O elevado consumo de combustíveis fósseis, tem suscitado diversas 
preocupações devido aos impactes negativos que provocam no ambiente, como a 
emissão de gases de efeito de estufa e o risco de derrames, podendo contaminar águas 
e solos. 
Os biocombustíveis surgiram como uma possível solução para diminuir a procura 
de combustíveis fósseis, uma vez que são produzidos a partir de fontes renováveis. O 
diesel, que é frequentemente misturado com o biodiesel, é composto por diversos 
hidrocarbonetos, incluindo os BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno). A 
libertação acidental destes compostos pode ser problemática, uma vez que alguns deles 
podem ser persistentes em ambientes anaeróbios, tais como o benzeno e o tolueno, 
que são compostos tóxicos.  
O objetivo deste projeto consistiu em estudar a biodegradação de benzeno e 
tolueno na presença de biodiesel em condições redutivas de nitrato, de modo a simular 
uma situação real de derrame de biodiesel com diesel proveniente do petróleo. 
A biodegradação do benzeno e do tolueno presente nas amostras foi 
quantificada através de cromatografia gasosa. Foi também monitorizado o consumo de 
nitrato de modo a verificar se este funciona como aceitador de eletrões da 
biodegradação do biodiesel. Os resultados finais mostraram que o benzeno é 
persistente sob as condições referidas durante o período de incubação de cerca de 48 
dias. Por outro lado o tolueno foi quase totalmente degradado ao fim de 
aproximadamente 11 dias. Os resultados obtidos sugeriram que a presença de biodiesel 
não teve impacte na biodegradação do tolueno. Foi ainda verificado um consumo 
significativo de nitrato durante estes testes, tanto para o tolueno como para o biodiesel. 
Estes resultados indicaram que o nitrato estava a atuar como aceitador de eletrões da 
biodegradação para ambos os compostos. Por fim, os microrganismos capazes de 
efetuar a biodegradação do tolueno e do biodiesel (quer individualmente, quer em 
conjunto) foram enriquecidos de acordo com os métodos de análise utilizados neste 
estudo. Os trabalhos futuros deverão ser efetuados de modo a obter mais 
conhecimentos relativamente a estes processos de biodegradação. 
 
 
Palavras-Chave: Biodiesel, benzeno, tolueno, biodegradação, nitrato. 
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III. Abstract 
 
The large consumption of fossil fuels has caused many concerns due to the 
adverse effects it has on the environment, such as the emission of greenhouse gases 
and the risk of spills that may contaminate water and soil. 
Biofuels have emerged as a possible solution to decrease fossil fuel demand 
since they can be produced from renewable resources.  Diesel, which is often blended 
with biodiesel, is composed of a number of different hydrocarbons, including BTEX 
(benzene, toluene, xylene and ethylbenzene). Accidental release of these compounds 
may be problematic, since some of these compounds may be persistent in anaerobic 
environments, such as toxic benzene and toluene. 
The aim of this project was to study the biodegradation of benzene and toluene 
in the presence of biodiesel under nitrate reducing conditions in order to simulate an 
actual spill of biodiesel with diesel fuel. 
The biodegradation of benzene and toluene in the samples was quantified by gas 
chromatography. Nitrate consumption was also monitored in order to determine if it acts 
as an electrons acceptor during biodegradation. The final results showed that benzene 
is persistent under the conditions used in this study during a 48 day incubation period.  
On the other hand, toluene almost completely degraded after approximately 11 days. 
The results suggested that the presence of biodiesel did not impact toluene 
biodegradation. Significant nitrate consumption was also observed during these tests for 
both toluene and biodiesel. This indicated that nitrate was acting as the electron acceptor 
biodegradation for both of these compounds. Finally, microorganisms capable of 
carrying out the biodegradation of toluene and biodiesel (both individually and together) 
were enriched based on the analytical methods used in this study.  Future work should 
be carried out to gain further insights into these biodegradation processes.   
 
 
Keywords: Biodiesel, benzene, toluene, biodegradation, nitrate. 
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Capítulo I: Introdução 
 
1.1. Necessidades Energéticas e Consequências para o 
Ambiente 
 
Ao longo dos anos a energia tem atingido patamares de elevada importância. A 
necessidade e, consequentemente, a procura energética encontram-se em constante 
evolução face ao rápido desenvolvimento industrial, ao aumento da população mundial, 
ao crescimento económico (Ashraful et al. 2014) e ao estabelecimento de padrões de 
vida cada vez mais exigentes, principalmente no que diz respeito às condições de 
conforto e qualidade de vida.  
As fontes de energia podem ser classificadas em três grupos: renováveis, fósseis 
e nucleares, sendo os dois últimos considerados como fontes não renováveis uma vez 
que as suas reservas são limitadas, diminuindo à medida que vão sendo consumidos 
(Demirbas 2008). 
Tal como é possível observar na Figura 1, tendo em conta as fontes energéticas 
dos nossos dias, existe uma grande dependência pelos combustíveis fósseis (petróleo, 
carvão e gás natural), dos quais o petróleo tem sido o mais utilizado sendo consumido 
essencialmente no sector dos transportes como é possível observar na da Figura 2 
(Borges et al. 2014). 
 
 
Figura 1- Consumo energético mundial, referente ao ano de 2005 (Demirbas 2008). 
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Figura 2- Consumo de petróleo por sectores de atividade, adaptado de IEA (I.E.A. 2014). 
 
A elevada dependência e consumo desenfreado destes combustíveis, 
provenientes de fontes não renováveis, não é sustentável e tem suscitado diversos 
problemas, um dos quais é relativo aos impactes negativos que provoca no ambiente, 
quer a nível local, quer global. Estes problemas relacionam-se principalmente com a 
combustão destes combustíveis, tanto nas centrais elétricas para produção de 
eletricidade, como na sua utilização nos veículos, uma vez que a sua combustão conduz 
a um aumento das emissões para a atmosfera de gases causadores de efeito de estufa 
(GEE), sendo o dióxido de carbono (CO2) o principal (Luque et al. 2008, Patil et al. 2008). 
São ainda emitidos gases prejudiciais para a saúde humana, como é o caso do 
monóxido de carbono (CO), dióxido de enxofre (SO2) e óxidos de azoto (NOx) sendo 
que os dois últimos são também os principais causadores de chuvas ácidas. Outro dos 
problemas associado é o facto de, em caso de derrames deste tipo de combustíveis, 
existir ainda o risco de contaminação da água, assim como dos solos (Patil et al. 2008).  
As preocupações iniciais, relacionadas com o impacte dos gases de efeito de 
estufa, levaram ao desenvolvimento da Convenção Quadro das Nações Unidas sobre 
mudança do clima, em 1992. Mais tarde, esta deu origem ao Protocolo de Kyoto (em 
1997) como forma de enfrentar o problema, tendo este sido ratificado pela União 
Europeia em 2002 (Luque et al. 2008). 
Assim, tornou-se evidente a necessidade de criar alternativas aos combustíveis 
fósseis, focadas em fontes de energia renováveis, sustentáveis e de baixas emissões 
de carbono (Patil et al. 2008, Borges et al. 2014). 
Neste contexto, de modo a dar resposta a esta problemática surgem os 
biocombustíveis que, sendo provenientes de fontes de energia renovável, apresentam-
se como uma das alternativas mais viáveis à utilização de combustíveis fósseis no 
sector dos transportes, tanto a curto, como a médio prazo. 
 
 
Uso não 
energético
16%
Indústria
9%
Transporte
64%
Outros
12%
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1.2. Objetivos 
 
Os objetivos desta dissertação centram-se em determinar a biodegradação 
anaeróbia de biodiesel sob condições de redução de nitrato e analisar os seus impactes 
na biodegradação de compostos tóxicos, como o tolueno e benzeno, e, ainda, verificar 
os efeitos da biodegradação dos compostos referidos nas comunidades microbianas 
presentes no solo.  
Desta forma, os objetivos podem ser divididos em três fases:  
1) Verificar se ocorre a biodegradação anaeróbia do biodiesel sob condições de 
redução de nitrato, através da monitorização da concentração de NO3- ao longo do 
tempo e se este funciona como aceitador de eletrões da sua degradação;  
2) Analisar a biodegradação de biodiesel, benzeno, tolueno e biodiesel misturado 
com benzeno e tolueno e, ainda, comparar os impactes que o biodiesel teve na sua 
biodegradação;  
3) Avaliar a evolução do processo de desnitrificação nos diferentes tratamentos. 
 
 
1.3. Estrutura da Dissertação 
 
Esta dissertação encontra-se organizada da seguinte forma: 
O primeiro capítulo inicia-se com uma breve introdução, seguindo-se a 
apresentação dos objetivos do estudo, bem como a estrutura da dissertação. 
No segundo capítulo é apresentado o estado da arte, no qual são descritos os 
principais aspetos teóricos a ter em conta para este estudo. São, por isso, abordados 
pontos relacionados com os biocombustíveis (definição, assim como, os diferentes tipos 
existentes) e, mais especificamente, relacionados com o biodiesel, destacando-se as 
propriedades e características que apresenta e os diversos processos de produção. É, 
ainda, descrito o destino do biodiesel no ambiente, no qual são apresentados aspetos 
gerais relativos à biodegradação aeróbia e anaeróbia e, mais em específico, é descrita 
a biodegradação do biodiesel, do benzeno e tolueno. São também referidos os impactes 
que a presença do biodiesel possa provocar na biodegradação, tanto do benzeno, como 
do tolueno. 
No terceiro capítulo, são explicados, de forma detalhada, todos os materiais e a 
metodologia utilizados na realização de todos os processos laboratoriais, começando 
pela preparação dos diversos tratamentos aplicados às amostras, seguindo-se a 
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monitorização dos níveis de benzeno e tolueno presentes nas amostras, assim como, 
da biodegradação do biodiesel e a análise da desnitrificação. 
No capítulo IV são apresentados os resultados obtidos, assim como a discussão 
dos mesmos. 
No capítulo V, encontram-se as principais conclusões retiradas da análise dos 
resultados obtidos neste estudo. São ainda apresentadas recomendações que devem 
ser tidas em conta de modo a complementar o presente estudo. 
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Capítulo II: Estado da Arte 
 
2.1. Biocombustíveis 
 
Os biocombustíveis são definidos, segundo o Decreto-Lei n.º 117/2010 de 25 de 
Outubro, como “combustível líquido ou gasoso para transportes, produzido a partir de 
biomassa”.  
Os biocombustíveis trazem diversos benefícios, entre os quais se incluem a 
sustentabilidade, a redução das emissões de gases com efeito de estufa e a segurança 
do abastecimento (Demirbas 2008). 
 
 
2.1.1. Tipos de Biocombustível existentes 
 
Atualmente existe uma elevada diversidade de biocombustíveis, encontrando-se 
referidos no Anexo III da Directiva 2009/28 CE, nomeadamente: bioetanol, bio-ETBE 
(éter etil-ter-butílico), biometanol, bio-MTBE (éter metil-ter-butílico), bio-DME (éter 
dimetílico), bio-TAEE (éter ter-amil-etílico), biobutanol, biodiesel, gasóleo fischer-
tropsch, óleo vegetal tratado com hidrogénio, óleo vegetal puro e biogás.   
No entanto, de entre todos os biocombustíveis existentes, os mais comuns são 
biodiesel e os bioálcoois, nos quais se encontram incluídos o bioetanol e o biobutanol 
(também denominado de biogasolina) (Luque et al. 2008). 
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2.2. Biodiesel 
 
Biodiesel é definido, segundo o anexo III da Directiva 2009/28 CE, como “éster 
metílico produzido a partir de óleo vegetal ou animal, com qualidade de gasóleo, para 
utilização como biocombustível”.  
Este tem sido cada vez mais usado como combustível para automóveis sendo, 
por isso, considerado umas das alternativas mais viáveis para substituir o diesel 
proveniente de fontes fósseis (Corseuil et al. 2011). 
A produção de biodiesel, a partir de óleos vegetais, não é uma descoberta 
recente (Demirbas 2008). Desde o século XIX que o processo de transesterificação (que 
consiste na conversão de triglicerídeos em biodiesel) de óleos vegetais para a sua 
produção é conhecido, sendo utilizadas as mesmas matérias-primas que são utilizadas 
atualmente (Luque et al. 2008).  
Rudolph Diesel usou óleo de amendoim (o 'biodiesel original') na primeira 
demonstração do seu motor de ignição por compressão apresentado na Exposição 
Mundial em Paris, em 1900 (Demirbas 2008, Luque et al. 2008). 
As principais vantagens atribuídas ao biodiesel, quando comparado com o 
diesel, é a sua capacidade de renovação visto ser proveniente de fontes renováveis, o 
facto de possuir maior eficiência de combustão, teor mais baixo de enxofre e de 
compostos aromáticos, maior biodegradabilidade (Demirbas 2008) e ser menos tóxico 
para os organismos do solo (Cyplik et al. 2011). 
 
 
2.2.1. Propriedades e Características do Biodiesel 
 
A composição química do biodiesel depende da matéria-prima a partir da qual 
ele é produzido uma vez que os óleos vegetais e gorduras animais, sendo de origens 
diferentes, também apresentam composições de ácidos gordos distintos (Moser 2009).  
No entanto, as matérias-primas utilizadas para a produção de biodiesel variam 
ainda de acordo com vários fatores, tais como a localização, o clima e a disponibilidade. 
Assim sendo, para a produção de biodiesel, os óleos de colza e girassol são utilizados 
principalmente na Europa, o óleo de palma predomina em países tropicais enquanto as 
gorduras animais e óleo de soja são utilizadas sobretudo nos EUA (Moser 2009). 
A menos que seja indicado de outra forma, o termo “biodiesel” refere-se ao 
material puro, o que significa que na sua constituição existe 100% de biodiesel, 
assumindo a designação B100 (Hoekman et al. 2012). No entanto, o biodiesel é 
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frequentemente misturado com o diesel mineral (proveniente do petróleo) para formar 
misturas, sendo estas referidas como BXX, no qual X indica a percentagem de biodiesel 
presente na mistura (Demirbas 2008). As misturas mais comuns são de 2% (v/v) (B2), 
5% (B5) e 20% (B20) (Araújo 2010/2011). 
O diesel (proveniente de fontes fósseis) e o biodiesel possuem propriedades que 
diferem em diversos parâmetros, tal como é possível observar na Tabela 1. O parâmetro 
número de cetano é uma medida da qualidade de autoignição de um combustível 
(Hoekman et al. 2012). Este encontra-se relacionado com o tempo entre a injeção de 
combustível e o início da combustão, desta forma, quanto mais elevado é o seu valor, 
melhor é a qualidade de combustão. 
 
Tabela 1- Comparação de propriedades do Biodiesel com as do Diesel No.2 (Hoekman et al. 2012). 
Propriedade Diesel Biodiesel 
Carbono (%) 86,8 76,2 
Hidrogénio (%) 13,2 12,6 
Oxigénio (%) 0,0 11,2 
Número de cetano 40 - 45 45 - 55 
Viscosidade (mm2 /s, a 40°C) 2 - 3 4 - 5 
  
 
2.2.2. Processos de produção do biodiesel 
 
Com a necessidade de criar substituintes do diesel, começaram então a surgir 
diversos métodos tendo como objetivo a produção de biodiesel. Atualmente, a 
transesterificação é o processo mais comum para a produção deste tipo de 
biocombustível devido ao baixo custo que apresenta bem como à simplicidade do 
processo. No entanto, existem outros processos, mais tradicionais, utilizados tendo em 
conta a mesma finalidade: pirólise, microemulsificação, transesterificação não catalítica, 
síntese de Fischer-Tropsch e hidrogenação. 
As tecnologias mais avançadas tendem a ser menos exploradas, principalmente 
devido aos elevados custos a que estão associados (Borges et al. 2014). 
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2.2.3. Transesterificação 
 
O biodiesel é principalmente produzido a partir de óleos vegetais de soja, de 
colza e de palma no entanto, qualquer gordura pode servir para produzir biocombustível 
através deste processo (Demirbas 2008). Na constituição dos óleos vegetais existem 
predominantemente substâncias designadas por triglicerídeos. Estes são ésteres 
formados a partir de ácidos carboxílicos de cadeia longa (ácidos gordos) e glicerol 
(Rinaldi et al. 2007).  
A transesterificação é um processo químico que consiste na reação de 
triglicerídeos de óleos e/ou gorduras, de origem vegetal ou animal, com um álcool na 
presença de um catalisador de modo a produzir ésteres alquílicos de ácidos gordos 
(FAAE- fatty acid alkyl esters) formando ainda, como subproduto, o glicerol (Figura 3). 
Diversos álcoois podem ser usados no processo de preparação de biodiesel tais como 
o etanol, propanol, iso-propanol e butanol, no entanto, sendo que o álcool mais utilizado 
neste processo é o metanol, o biodiesel é considerado um éster metílico de ácidos 
gordos (FAME- fatty acid methyl esters) (Moser 2009, Corseuil et al. 2011, Hoekman et 
al. 2012). 
 
 
Figura 3- Reação de Transesterificação, adaptado de Dermibas,A. (Demirbas 2008).  
 
Como é possível observar na Figura 3, durante uma reação de 
transesterificação, cada mole de um triglicerídeo reage com 3 moles de álcool. Desta 
forma, a relação estequiométrica do álcool com o óleo é de 3:1. Como resultado da 
reação são formadas 3 moles de uma mistura de ésteres de ácidos gordos e uma mole 
de glicerol, sendo que a reação ocorre na presença de um catalisador (Araújo 
2010/2011). 
O processo de transesterificação de triglicerídeos não ocorre apenas numa 
etapa, mas sim numa sequência de processos no qual os triglicerídeos são 
transformados em diglicerídeos e monoglicerídeos. Seguidamente, ocorre a conversão 
de monoglicerídeo em ésteres metílico ou etílico, sendo esta etapa uma reação lenta 
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(Rinaldi et al. 2007). Na Figura 4 é apresentado um perfil cinético da transesterificação 
de um triglicerídeo. 
 
 
 
Figura 4- Perfil cinético do processo de Transesterificação de um triglicerídeo de origem vegetal (Rinaldi et al. 2007). 
 
Inicialmente a reação de transesterificação é reversível. No entanto, a partir de 
uma certa altura, o glicerol formado é praticamente imiscível no biodiesel, limitando a 
reação inversa. Este fator beneficia o rendimento da reação (Rinaldi et al. 2007). 
 
 
2.2.4. Antioxidantes 
 
A oxidação do biodiesel é considerada uma grande preocupação, sendo o 
principal motivo atribuído à sua ocorrência a exposição ao ar, podendo ainda ser 
promovida pela presença de ácidos gordos insaturados. Na presença de oxigénio não 
é possível prevenir ou reverter totalmente a oxidação, no entanto, existem métodos para 
inibir as reações, isto é, que permitem atrasar de forma significativa a acumulação de 
produtos oxidados. Os inibidores de oxidação são conhecidos como antioxidantes.  
Os antioxidantes mais comuns são do tipo fenólico e amina, sendo que os 
aplicados no biodiesel são principalmente fenólicos. De modo a controlar a oxidação 
lipídica, os antioxidantes utilizados podem ser naturais ou sintéticos. Existem diversos 
fenóis, tanto naturais como sintéticos, que competem com a molécula de triglicerídeo 
como dador de hidrogénio. Desta forma, são produzidos radicais estabilizados que são 
incapazes de iniciar ou propagar as reações de oxidação, o que origina um aumento da 
estabilidade do produto de oxidação (Supriyono et al. 2015).  
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2.3. Destino do Biodiesel no Ambiente - considerações gerais 
 
Tal como acontece com qualquer outro combustível utilizado para o transporte, 
podem ocorrer derrames acidentais de biodiesel, ou de uma mistura de biodiesel com 
diesel, no solo ou água, podendo originar impactes tanto para o ambiente como para a 
saúde humana. Dependendo da quantidade derramada e das características do local, 
parte do biodiesel, como qualquer outra substância líquida, pode infiltrar-se ou ser 
lixiviado pelas águas da chuva, acumulando-se nas camadas mais profundas, no 
subsolo, ou chegando mesmo aos lençóis freáticos, nos quais as condições anaeróbias 
normalmente prevalecem sobre as aeróbias (Borges et al. 2014). Para se obterem 
condições anaeróbias, é necessário existir no local carbono orgânico, em quantidade 
suficiente, para que todo o oxigénio existente seja consumido. Os principais motivos dos 
derrames destes compostos no ambiente encontram-se associados essencialmente aos 
postos de abastecimento e ao deu transporte. Para além disso, devido à mistura destes 
biocombustíveis com combustíveis fosseis, as misturas resultantes têm teores 
significativos de hidrocarbonetos, como os BTEX assim como outros constituintes 
(Corseuil et al. 2011). 
Assim, devido ao crescente interesse na utilização do biodiesel, os aspetos 
ligados à saúde e segurança são de extrema importância, tornando-se por isso 
necessária a determinação dos impactes ambientais associados ao transporte, 
armazenamento e processamento (Demirbas 2008). 
 
 
2.3.1. Biodegradação Aeróbia e Anaeróbia  
 
O termo biodegradação refere-se à degradação causada pela atividade 
biológica, sobretudo pela ação enzimática, levando a que ocorram mudanças 
significativas na estrutura química de um material (Demirbas 2009). 
Neste processo, os microrganismos obtêm energia para a produção e 
manutenção celular através da transferência de eletrões entre dadores e aceitadores de 
eletrões, nos quais os dadores são oxidados e os aceitadores são reduzidos (reações 
redox). A biodegradação pode ocorrer tanto sob condições aeróbias, como anaeróbias, 
dependendo essencialmente das características do local, tais como as condições de pH 
e de alcalinidade, o tipo de aceitadores de eletrões e os nutrientes presentes.  
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O oxigénio que se encontra dissolvido é o primeiro a ser utilizado como aceitador 
de eletrões e, quando este é totalmente consumido, os microrganismos anaeróbios têm 
a capacidade de utilizar outros aceitadores de eletrões, seguindo uma ordem de 
preferência: primeiro o nitrato, depois o ferro (III), o sulfato e, por fim, o dióxido de 
carbono (Wiedemeier et al. 1995).  
Quando o nitrato funciona como aceitador de eletrões da biodegradação de um 
composto, ocorre um processo designado por desnitrificação (Boisson et al. 2013). Este 
processo ocorre sob condições anóxicas (isto é, condições de redução de nitrato) e 
consiste na redução sequencial de nitrato (NO3-) em nitrito (NO2-), óxido nítrico (NO), 
óxido nitroso (N2O) e azoto gasoso (N2), de acordo com as seguintes reações (Felgate 
et al. 2012): 
 
2 NO3- + 4 e- + 4 H+ → 2 NO2- + 2 H2O  
2 NO2- + 2 e- + 4 H+ → 2 NO + 2 H2O 
2 NO + 2 e- + 2 H+ → N2O + H2O 
N2O + 2 e- + 2 H+ → N2 + H2O  
 
A combinação destas quatro reações resulta na reação da desnitrificação 
completa: 
2 NO3- + 10 e- + 12 H+ → N2 + 6 H2O 
 ou 
1/5 NO3- + e- + 6/5 H+ → 1/10 N2 + 3/5 H2O 
 
No entanto, a produção de N2 não ocorre exclusivamente através do processo 
de desnitrificação. Pode igualmente ocorrer oxidação anaeróbia de amónia (anammox) 
em sedimentos na presença de nitrato ou nitrito (Mulder et al. 1995, Vandegraaf et al. 
1995) e este processo pode contribuir para uma produção significativa de N2.  
Na Figura 5 encontram-se indicados os processos referidos. 
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Figura 5- Ciclo do azoto. 
 
 
2.3.1.1. Biodegradação de Biodiesel  
 
A biodegradabilidade do biodiesel depende essencialmente da estrutura química 
dos ácidos gordos que o constituem (Demirbas 2009).  
Devido aos derrames que ocorrem, começaram a realizar-se cada vez mais 
estudos para compreender a biodegradação de biodiesel sob condições aeróbias 
(DeMello et al. 2007, Demirbas 2009).  
No entanto, dependendo das características do local e da quantidade 
derramada, as condições anaeróbias podem prevalecer. Desta forma, foram realizados 
diversos estudos de modo a verificar a biodegradação anaeróbia do biodiesel (Stolz et 
al. 1995, Aktas et al. 2010, Corseuil et al. 2011, Sorensen et al. 2011, Ramos et al. 
2013). O estudo realizado por Aktas et al. (2010) baseou-se em analisar os impactes de 
biodiesel sobre a corrosão do metal, usando como aceitadores de eletrões o sulfato e o 
dióxido de carbono (condições metanogénicas). Foram ainda realizadas investigações 
utilizando como aceitador final de eletrões o nitrato (Stolz et al. 1995, Sorensen et al. 
2011), o sulfato e o dióxido de carbono (Sorensen et al. 2011). No entanto, apesar da 
elevada adição de diferentes misturas de diesel com biodiesel (100 mL), Sorensen et al. 
FCUP 
Biodegradação Anaeróbia de Biodiesel em Condições Redutivas de 
Nitrato e Impactes na Biodegradação do Benzeno e Tolueno 
13 
 
 
 
(1995) verificaram apenas um reduzido consumo de nitrato, de cerca de 4 mg/L, entre 
o 11º e o 41º dia de incubação, contrariamente ao esperado. Já Corseuil et al. (2011) 
utilizaram diferentes tipos de biodiesel (produzidos a partir de óleo de soja e de óleo de 
rícino) e mostraram que o biodiesel menos viscoso é mais facilmente biodegradado sob 
diferentes condições anaeróbias (redução de nitrato, de sulfato e de dióxido de 
carbono). 
 
 
2.3.1.2. Biodegradação de Benzeno e Tolueno 
 
Os hidrocarbonetos aromáticos, tais como o benzeno, tolueno, etilbenzeno e 
xileno, referidos diversas vezes como BTEX, são compostos presentes nos 
combustíveis provenientes do petróleo, tais como o gasóleo e a gasolina (Chen et al. 
2008). Estes compostos são altamente voláteis e, devido à sua elevada solubilidade, 
mobilidade e toxicidade, representam um risco significativo para a saúde em ambientes 
contaminados (Chakraborty and Coates 2004) e geram, também, preocupações 
ambientais devido às contaminações que provocam nas águas subterrâneas (Chen et 
al. 2008), solos e sedimentos.  
O benzeno e tolueno são compostos que entram no ambiente principalmente 
através de processos que se encontram associados a combustíveis (Chakraborty and 
Coates 2004). Entre as diversas tecnologias de remediação para tratamento de solos e 
águas subterrâneas contaminados com hidrocarbonetos, a biodegradação por 
populações nativas de microrganismos constitui um dos principais processos (Stolz et 
al. 1995). 
Nas zonas contaminadas com hidrocarbonetos, como o benzeno e tolueno, os 
microrganismos utilizam estes contaminantes como substrato para obter energia e para 
o seu crescimento transformando-os em produtos mais inofensivos como sais 
inorgânicos, massa celular, água e dióxido de carbono. Na ausência de oxigénio, os 
microrganismos anaeróbios utilizam aceitadores de eletrões alternativos dos quais se 
destacam o nitrato, sulfato, ferro e dióxido de carbono (Boopathy 2004).  
Em condições aeróbias, o oxigénio molecular não funciona apenas como 
aceitador final de eletrões, mas é igualmente necessário para induzir produção de 
enzimas mono- ou dioxigenases por parte de microrganismos e, assim, iniciar o 
processo através da oxidação do anel aromático (Langenhoff et al. 2009). 
Em ambiente anaeróbio, a degradação de benzeno foi ainda pouco explorada. 
No entanto já foi descrita a sua biodegradação sob condições de redução de nitrato 
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(Burland and Edwards 1999, Coates et al. 2001), redução de ferro (III) (Kazumi et al. 
1997), redução de sulfato (Kazumi et al. 1997) e redução de dióxido de carbono (Grbic-
Galic and Vogel 1987, Kazumi et al. 1997).  
Quanto ao tolueno, sob as mesmas condições, foi provada também a sua 
biodegradação tendo como aceitadores finais de eletrões o nitrato, ferro (III) o manganês 
(IV), sulfato ou o dióxido de carbono (CO2) (Chakraborty and Coates 2004). 
Sob condições anóxicas, o benzeno é considerado ser mais persistente quando 
comparado com os seus derivados alquilados, tolueno, etilbenzeno e xileno. No entanto, 
a razão para a resistência do benzeno sob estas condições não é ainda compreendida 
(Vogt et al. 2011) . No entanto, uma das razões que pode explicar a diferença na 
biodegradabilidade destes compostos é o facto de o tolueno possuir um grupo metilo no 
anel aromático e, desta forma, ser mais facilmente degradado. 
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2.4. Impactes do Biodiesel na Biodegradação do Tolueno e 
Benzeno 
 
Normalmente, as taxas de biodegradação de misturas de diesel com biodiesel 
são mais elevadas quando comparadas com as dos combustíveis convencionais (sem 
adição de biodiesel). O motivo atribuído a esta maior biodegradação é o facto dos 
ésteres metílicos de ácidos gordos serem mais facilmente biodegradados do que os 
hidrocarbonetos do petróleo apoiando, desta forma, o crescimento microbiano (Lisiecki 
et al. 2014). 
Ao longo dos anos têm sido efetuados estudos para compreender efetivamente 
os impactes que o biodiesel possa ter na biodegradação de hidrocarbonetos. 
Estudos sobre o impacte do biodiesel na biodegradação de benzeno são ainda 
reduzidos (Corseuil et al. 2011, Borges et al. 2014). Corseuil et al. (2011) efetuaram a 
sua investigação sob diferentes condições anaeróbias (redução de nitrato, redução de 
sulfato e condições metanogénicas) enquanto em Borges et al. (2014) apenas foram 
feitos testes em condições metanogénicas. Nos estudos referidos, foram utilizados 
diferentes tipos de biodiesel e verificou-se que o benzeno foi negativamente afetado 
pela presença de biodiesel produzido por óleo de soja (Corseuil et al. 2011, Borges et 
al. 2014), banha de porco e óleo de rícino (Borges et al. 2014). No estudo de Corseuil 
et al. (2011), após 34 dias de incubação, houve remoção de apenas 45% de benzeno, 
nos microcosmos com biodiesel metílico produzido a partir de óleo de soja, comparando 
com 90% de remoção de benzeno nos microcosmos sem adição deste biodiesel. No 
entanto, a biodegradação deste composto é complexa e os resultados podem ser 
variáveis dependendo do biodiesel utilizado, uma vez que pode ser influenciado pela 
sua composição. 
A biodegradação anaeróbia de tolueno na presença de biodiesel de soja foi 
também estudada por Corseuil et al. (2011). De acordo com os resultados obtidos, 
comprovou-se que a presença do biodiesel teve impacte negativo na biodegradação de 
tolueno, tendo aumentado o tempo necessário para a biodegradação total deste 
composto de 25 para 34 dias. Foram ainda realizados estudos utilizando butanol sob as 
condições referidas anteriormente, tendo sido verificados resultados diferentes mas não 
foram observados impactes significativos no aumento da biodegradação do tolueno 
(Schaefer et al. 2010, Jayamani and Cupples 2013). Sob condições de redução de 
nitrato, verificou-se uma rápida biodegradação de tolueno na presença de iso-butanol 
(Schaefer et al. 2010), não havendo, no entanto, informação se os efeitos obtidos com 
o biodiesel são semelhantes.  
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Desta forma, como a informação relativa aos impactes causados pelo biodiesel 
na biodegradação de tolueno e benzeno sob condições redutivas de nitrato, é ainda 
muito limitada, uma vez que o biodiesel tem sido cada vez mais utilizado, torna-se 
necessário que sejam realizados mais estudos nesta área. 
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Capítulo III: Materiais e Métodos 
 
3.1. Testes de Biodegradação Anaeróbia 
  
A preparação das amostras para as experiências da biodegradação anaeróbia 
foi realizada utilizando 36 garrafas de vidro de 125 mL, às quais foram adicionados 5 g 
de solo e 100 mL do meio basal, preparado previamente, como se encontra indicado no 
Anexo D. 
O solo utilizado nesta experiência foi recolhido numa zona húmida, localizada no 
NW de Portugal, em Estarreja (Figura 6). O local referido foi alvo de descargas de 
efluentes da indústria química durante mais de 50 anos (de química fina e agrotóxicos) 
(Carvalho et al. 2002). 
 
 
Figura 6- Local de recolha do solo (Estarreja, Portugal). 
 
Após a adição de solo e de meio, as garrafas foram purgadas com azoto (durante 
20 minutos com pressão de aproximadamente 2 bar), seladas com septos revestidos 
por teflon e cápsulas de alumínio e rotuladas devidamente. 
Das 36 garrafas preparadas, 18 foram autoclavadas 2 vezes (1h de cada vez) a 
121°C.  
Foram aplicados diferentes tratamentos às garrafas, como se encontra 
simplificado na Tabela 2. Os volumes adicionados foram, aproximadamente, os 
seguintes: 1 µL de tolueno, 1 µL de benzeno e 31 µL de biodiesel que correspondem a 
4,5 mg/L (~ 49 µM), 4,2 mg/L (~ 54 µM) e 230 mg/L (~ 820 µM), respetivamente. As 
proporções de tolueno ou benzeno, em relação ao biodiesel, são semelhantes aos 
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utilizados em estudos realizados anteriormente (Schaefer et al. 2010, Corseuil et al. 
2011, Jayamani and Cupples 2013, Borges et al. 2014, Portugal 2014). 
 
Tabela 2- Tratamentos aplicados às amostras vivas (preparados em duplicado, possuindo amostras correspondentes 
autoclavadas). Biodiesel A- óleo de girassol metílico; Biodiesel B- biodiesel comercial. 
Tratamentos Biodiesel (mg/L) Tolueno (mg/L) Benzeno (mg/L) 
Branco 0 0 0 
Tolueno 0 4,5 0 
Tolueno + Biodiesel A 230 4,5 0 
Tolueno + Biodiesel B 230 4,5 0 
Benzeno 0 0 4,2 
Benzeno + Biodiesel A 230 0 4,2 
Benzeno + Biodiesel B 230 0 4,2 
Biodiesel A 230 0 0 
Biodiesel B 230 0 0 
 
 
Todos os tratamentos referidos foram preparados em duplicado, tanto para as 
amostras vivas (18 garrafas), como para amostras autoclavadas (18 garrafas). Ao longo 
da experiência, todos os microcosmos foram armazenados numa posição invertida a 
temperatura constante de 25°C (Figura 7). 
 
 
Figura 7- Dois dos microcosmos preparados. 
 
 
Os dois tipos de biodiesel utilizados diferem entre si na composição que 
apresentam. O biodiesel designado por A é óleo de girassol metílico, enquanto o B 
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(biodiesel comercial) é essencialmente constituído por óleo de colza. A composição da 
matéria-prima, a partir do qual são produzidos, encontra-se indicada na Tabela 3. 
 
Tabela 3- Ésteres de ácidos gordos presentes na matéria-prima a partir da qual foram produzidos os dois tipos de 
biodiesel (Billaud et al. 1995, Portugal 2014). 
Matéria-prima 
Composição  
(Percentagem de ésteres, %) 
Óleo de Girassol 
 
C16:0  = 5,5 
C18:0 = 3,2 
C18:1 = 47,4 
C18:2 = 42,7  
C20:0 = 0,3 
C20:1 = 0,2 
C22:0 = 0,7 
 
Óleo de colza 
 
C16:0 = 5,3 
C16:1 = 0,2 
C18:0 = 1,9 
C18:1 = 61,6 
C18:2 = 20,4 
C18:3 = 8,7 
C20:0 = 0,6 
C20:1 = 1,3 
 
 
 
3.1.1. Monitorização da Biodegradação do Benzeno e Tolueno - 
Cromatografia Gasosa 
 
A medição dos níveis de benzeno e tolueno presente nas garrafas foi realizada 
através de cromatografia gasosa usando o GC Shimadzu GC-2014 (Figura 8), que se 
encontra equipado com um detetor de ionização de chama (FID). O gás de arraste foi o 
azoto (N2). 
Ao cromatógrafo encontra-se acoplado um sistema de aquisição de dados, no 
qual foram definidos os parâmetros para cada um dos métodos a utilizar.  
Os parâmetros utilizados no método para medição dos níveis de benzeno foram 
os seguintes: injetor a 200°C, detetor a 200°C e a coluna de temperatura isotérmica de 
175°C; enquanto para a medição nos níveis de tolueno, os parâmetros apenas diferem 
do método anterior relativamente à coluna de temperatura isotérmica que neste caso foi 
de 200°C.  
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De modo a monitorizar a concentração de benzeno e de tolueno presente nas 
amostras foram injetados, com uma seringa de gases, 100 µL da parte gasosa de cada 
amostra no cromatógrafo, com o devido método carregado dependendo do composto 
que se pretende analisar.  
De cada medição realizada foi obtido, no sistema de aquisição de dados, um 
cromatograma contendo a área do pico. A área do pico do benzeno, de acordo com os 
parâmetros do método referido, foi detetada aproximadamente aos 3,6 minutos. Já a 
área do tolueno foi obtida aproximadamente aos 6,6 minutos. Através das curvas de 
calibração destes compostos (Anexo C1 e C2) foi possível relacionar as áreas obtidas 
no cromatógrafo com os níveis de benzeno e tolueno presentes nas amostras (µmol e 
µM). 
 
 
 
Figura 8- Cromatógrafo Shimadzu GC-2014. 
 
 
3.1.2. Monitorização da Biodegradação de Biodiesel 
 
De modo a analisar a biodegradação anaeróbia do biodiesel, recorreu-se à 
monitorização dos níveis de nitrato presentes nas garrafas de vidro preparadas 
(referidas anteriormente no ponto 3.1).  
O motivo para a medição dos níveis de nitrato nos microcosmos é que este, sob 
condições anaeróbias, funciona como o único recetor de eletrões disponível para a 
biodegradação do benzeno, do tolueno e do biodiesel. Sendo assim, o nitrato é usado 
como indicador de biodegradação. 
A medição dos níveis de nitratos realizou-se através da utilização de um elétrodo 
de referência para nitratos, Orion™ 9700BNWP (Figura 9). O procedimento para 
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determinação da curva de calibração de nitrato utilizada neste método, encontra-se 
indicado no Anexo B. 
 
 
Figura 9- Elétrodo de referência para nitratos, Orion™ 9700BNWP. 
  
Inicialmente, o meio adicionado na preparação dos microcosmos continha cerca 
de 20 mM (1240 mg/L) de nitrato. 
De forma a monitorizar o nível de nitrato retiraram-se cerca de 3 mL de cada 
amostra para eppendorf’s, recorrendo a seringas esterilizadas, sendo as amostras 
posteriormente centrifugadas durante 5 minutos a 12000 rpm, utilizando o Centrifuge 
5418 / 5418R. Após a centrifugação das amostras, retirou-se aproximadamente 2,25 mL 
de sobrenadante para tubos falcon de 15 mL e adicionou-se 45 µL da solução “Nitrate 
Ionic Strength Adjusting Buffer 2M (NH4)2 SO4”. 
 
 
3.1.3. Biodegradação de Tolueno e Biodiesel em culturas 
de enriquecimento  
 
Foram realizados quatro enriquecimentos das culturas presentes nas amostras.  
Para efetuar os enriquecimentos, foi transferido 10% do volume das amostras 
para novas garrafas, adicionando meio basal para perfazer o volume necessário, neste 
caso 90 mL. Cada transferência foi realizada após ter terminado a biodegradação do 
biodiesel e do tolueno.  
A adição de tolueno e biodiesel a cada uma das diversas transferências foi 
efetuada de acordo com as condições iniciais, isto é, foram adicionadas as 
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concentrações de cada um dos compostos de acordo com as referidas no ponto 3.1.1 e 
as garrafas foram purgadas com azoto durante cerca de 15 min à pressão aproximada 
de 2 bar, seladas com septos revestidos por teflon e cápsulas de alumínio. As amostras 
foram também armazenadas a temperatura constante de cerca de 25°C e em posição 
invertida. 
Os níveis de tolueno e nitrato presentes nas amostras foram monitorizados 
utilizando os mesmos procedimentos empregues na medição destes compostos para 
as amostras originais (GC- Cromatografia gasosa para a medição de tolueno presente 
e elétrodo de referência para medição do nitrato). 
 
 
3.1.4. Análise da desnitrificação - Técnica de inibição de 
Acetileno 
 
De modo a avaliar as taxas de desnitrificação, foi utilizada a técnica de inibição 
de acetileno (C2H2) de acordo com Sorensen (1978). 
Esta técnica baseia-se na inibição, por acetileno, da redução de óxido nitroso 
(N2O) para N2. Deste modo, o processo de desnitrificação pode ser quantificado pela 
acumulação progressiva de N2O em sistemas modificados de C2H2, uma vez que o N2O 
é um intermediário obrigatório ou, nalguns casos, o produto final do processo de 
desnitrificação (Sorensen 1978). 
De modo a efetuar a quantificação das taxas de desnitrificação, foram utilizadas 
garrafas de vidro de 50 mL que foram seladas com septos revestidos por teflon e 
cápsulas de alumínio.  
Para cada tratamento existente, foram preparadas 6 garrafas às quais foram 
adicionados 25 mL das respetivas amostras da 4ª transferência.  
 Uma vez que as amostras para esta experiência foram utilizadas após a análise 
da degradação do tolueno e do consumo de nitrato, tornou-se necessária a adição de 
tolueno e nitrato, de acordo com as condições iniciais para que a realização da 
experiência fosse possível.  
Todas as amostras foram purgadas com azoto durante 5 minutos e, 
posteriormente, adicionaram-se 4 mL de acetileno a três das garrafas de cada 
tratamento (triplicado com e sem acetileno). As amostras foram colocadas a incubar no 
escuro durante 6 horas à temperatura ambiente e agitação constante (100 rpm). 
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 Após 6 horas de incubação, foram retirados 12 mL de amostra gasosa à medida 
que foram sendo injetados 12 mL de água salina (com 7M NaCl) na garrafa de modo a 
ser possível a extração do volume referido.  
A medição do nível de N2O presente em cada garrafa preparada efetuou-se 
através de cromatografia gasosa utilizando o GC SCION 436-GC, que se encontra 
equipado com um detetor de captura de eletrões (ECD). O gás de arraste foi o árgon 
(Ar). Os parâmetros definidos no método para a medição dos níveis de óxido nitroso 
(N2O) foram os seguintes: detetor a 250°C e coluna a 80°C.  
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Capítulo IV: Resultados e Discussão 
 
4.1. Análise da Biodegradabilidade 
 
4.1.1. Biodegradação Anaeróbia do Tolueno 
  
De modo a analisar a biodegradação do tolueno realizada pelos microrganismos 
presentes no solo em condições anaeróbias, efetuou-se a monitorização dos níveis de 
tolueno presentes nas amostras ao longo tempo. 
Na Figura 10 são apresentados os resultados obtidos da biodegradação do 
tolueno para os diversos tratamentos aplicados. 
 
 
Figura 10- Resultados da biodegradação de tolueno para os diferentes tratamentos. 
 
 
Através da análise do gráfico obtido, é possível verificar que a biodegradação do 
tolueno para todos os tratamentos das amostras vivas foi realizada, na totalidade, após 
cerca de 11 dias de incubação. Tal como esperado, as amostras autoclavadas (AC) 
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apresentam aproximadamente um valor relativamente constante ao longo de toda a 
experiência, variando apenas em cerca de 0,1. 
Foi estimado que os níveis de tolueno iniciais presentes nas amostras foram de, 
aproximadamente, 49 µM. No entanto, pode observar-se no gráfico que algumas 
amostras apresentam valores abaixo deste na primeira medição (isto é, C/C0 ≠ 1). Este 
resultado deve-se, possivelmente, ao facto de a medição inicial ter sido realizada antes 
do tempo recomendado para que a ocorra o equilíbrio do tolueno entre a fase líquida e 
gasosa que é de, pelo menos, duas horas. 
Verifica-se ainda que o tolueno foi consumido ao fim do mesmo tempo para todas 
as amostras vivas, o que permite sugerir que a presença de biodiesel não teve impacte 
na sua biodegradação. 
Resultados semelhantes foram descritos por Jayamani et al. (2013) que utilizou 
isobutanol, sob condições de redução de nitrato, não tendo verificado influência da 
presença do isobutanol na biodegradação do tolueno. 
Os resultados obtidos por Corseuil et al, (2011) diferem dos obtidos neste estudo, 
visto que foi verificado que a presença de biodiesel aumenta o tempo necessário para 
a biodegradação do tolueno de 25 para 34 dias de incubação, em condições com baixo 
teor de oxigénio (Corseuil et al. 2011). Schaefer et al. (2010) estudaram a 
biodegradação de tolueno na presença de isobutanol, verificando que esta foi mais 
rápida quando o aceitador final de eletrões é o nitrato. No entanto este efeito não foi 
verificado nesta experiência. 
 
 
4.1.2. Biodegradação Anaeróbia do Benzeno 
 
Tal como foi realizado para o tolueno, também se analisou a biodegradação do 
benzeno efetuada pelos microrganismos presentes no solo em condições anaeróbias. 
A concentração de benzeno adicionada inicialmente foi de cerca de 54 µM. 
Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 11. 
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Figura 11- Resultados da biodegradação de benzeno para os diferentes tratamentos. 
 
Como é possível observar, os resultados obtidos para este composto foram 
muito diferentes dos obtidos para o tolueno. Neste caso, apesar do tempo de incubação 
ter sido mais longo (aproximadamente 48 dias), apenas foi observada uma ligeira 
biodegradação do benzeno, visto que os níveis mantiveram-se constantes ao longo do 
tempo em que decorreu a experiência.  
Tal como aconteceu com as amostras de tolueno, nestas amostras o valor 
adicionado é maior do que o valor medido na primeira medição. Este efeito deve-se (tal 
como anteriormente para o tolueno) ao facto da medição inicial ter sido realizada, 
potencialmente, antes do tempo recomendado para que ocorresse o equilíbrio do 
benzeno entre a fase líquida e gasosa. Já o facto de os valores apresentarem variações 
ao longo do tempo, pode ser explicado por problemas associados à seringa utilizada 
para medição do composto ou ainda a fugas no septo da garrafa, não afetando no 
entanto o objetivo pretendido. 
De acordo com Vogt el al. (2011), foram apenas descritas quatro culturas puras 
capazes de degradar o benzeno utilizando o nitrato como aceitador de eletrões (Vogt et 
al. 2011). Desta forma, tendo em conta os resultados apresentados é possível que não 
existam no local microrganismos aptos para degradar o benzeno.  
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4.1.3. Biodegradação Anaeróbia do Biodiesel 
 
A medição da variação da concentração de nitrato foi efetuada de modo verificar 
a biodegradação do biodiesel e os resultados médios dos duplicados encontram-se 
indicados nas Tabelas 4 e 5: 
Na tabela seguinte, encontram-se os resultados obtidos, relativos às amostras 
vivas. 
 
Tabela 4- Resultados da variação da concentração de nitrato nas amostras vivas para as diversas transferências 
efetuadas. 
Amostras 
Vivas 
Variação da concentração de Nitrato (mM) 
Iniciais 1ª T. 2ª T. 3ª T. 4ª T. 
Branco 4,49 ± 0,99 - - - - 
Benzeno 6,42 ± 0,68 - - - - 
Benzeno + 
Biodiesel A 
20,25 ± 0,24 - - - - 
Benzeno + 
Biodiesel B 
20,62 ± 0,40 - - - - 
Biodiesel A 21,08 ± 0,24 19,14 ± 0,21 16,13 ± 0,45 16,95 ± 1,41 15,55 ± 1,79 
Biodiesel B 19,77 ± 0,81 18,88 ± 0,38 15,59 ± 0,45 14,09 ± 0,96 12,23 ± 2,04 
Tolueno 5,05 ± 0,10 1,55 ± 0,50 6,95 ± 0,49 1,80 ± 0,29 1,80 ± 0,00 
Tolueno + 
Biodiesel A 
21,21 ± 2,15 19,63 ± 0,33 16,20 ± 0,24 16,83 ± 0,13 13,53 ± 0,69 
Tolueno + 
Biodiesel B 
21,98 ± 1,27 19,82 ± 1,63 15,97 ± 0,24 16,42 ± 0,16 15,59 ± 1,22 
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Na tabela 5, são apresentados os resultados obtidos, referentes às amostras 
autoclavadas. 
 
Tabela 5- Resultados da variação da concentração de nitrato nas amostras autoclavadas para as diversas 
transferências efetuadas. 
Amostras 
Autoclavadas 
Variação da concentração de Nitrato (mM) 
Iniciais 1ª T. 2ª T. 3ª T. 4ª T. 
Branco 3,04 ± 0,05 - - - - 
Benzeno 2,69 ± 0,22 - - - - 
Benzeno + 
Biodiesel A 
2,29 ± 0,57 - - - - 
Benzeno + 
Biodiesel B 
2,25 ± 0,28 - - - - 
Biodiesel A 0,67 ± 0,82 5,70 ± 0,21 2,38 ± 0,59 8,70 ± 0,89 2,10 ± 0,10 
Biodiesel B 1,16 ± 0,12 6,35 ± 0,20 2,18 ± 0,44 10,52 ± 2,91 1,68 ± 0,37 
Tolueno -0,38 ± 0,66 4,69 ± 0,16 6,20 ± 0,44 0,92 ± 0,05 1,19 ± 0,11 
Tolueno + 
Biodiesel A 
-0,70 ± 0,20 5,77 ± 0,00 4,96 ± 0,00 3,34 ± 4,27 1,65 ± 0,73 
Tolueno + 
Biodiesel B 
-0,65 ± 0,40 5,95 ± 0,36 1,86 ± 0,00 6,43 ± 0,00 2,10 ± 0,21 
 
 
Na Tabela 5, as amostras “Tolueno + Biodiesel A” e “Tolueno + Biodiesel B” de 
2ª transferência apresentam valores de desvio padrão de 0,00 visto se ter verificado 
problemas na medição de uma das réplicas. Desta forma, os valores que não estavam 
corretos, foram excluídos. 
 Os valores negativos obtidos para algumas amostras podem ser explicados por 
estas apresentarem baixa concentração e a medição com o elétrodo apresentar uma 
certa imprecisão, tendo em conta que obtendo, por exemplo, uma diferença de 3 mV na 
medição, esta seja equivalente a cerca de 2 mM. Pode, também, dever-se ao facto de 
as amostras terem sido congeladas e, desta forma, as suas propriedades poderem ter 
sido alteradas. 
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Com base nos valores obtidos anteriormente foi possível calcular o consumo de 
nitrato (Tabela 6), calculados em mM e em percentagem. 
De modo a calcular estes resultados em mM, e sabendo que parte do nitrato, 
adicionado às amostras, é consumido pelos microrganismos nativos do solo (M.O.), 
utilizaram-se as seguintes fórmulas: 
 
Consumo NO3
−
M.O.
= Consumo NO3
−
Branco
− Consumo NO3
−
Branco AC 
 
 
Consumo final NO3
− = Consumo NO3
−
Am.  x
− ( Consumo NO3
−
Am.  x AC
+ Consumo NO3
−
M.O.
) 
 
 
nas quais Branco é a amostra designada por branco, AC significa autoclavada, 
Am. x é cada amostra concreta e M.O. os microrganismos nativos do solo. 
 
Os valores percentuais do consumo de nitrato (Tabela 6), foram obtidos da 
comparação dos valores medidos para as diversas amostras (valores médios dos 
duplicados, apresentados nas Tabelas 4 e 5) com os valores teóricos calculados para 
cada composto (crescimento de biomassa é considerado nulo), indicados no Anexo A. 
Os valores teóricos do consumo de nitrato são, aproximadamente, os seguintes: 
  Amostras contendo tolueno: 0,66 mmol NO3- /L; 
  Amostras contendo benzeno: 0,67 mmol NO3- /L; 
  Amostras contendo biodiesel: 16,4 mmol NO3- /L; 
  Amostras contendo biodiesel e tolueno/benzeno: 17,1 mmol NO3- /L. 
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Tabela 6- Consumo final de nitrato, em mM e percentagem, nas diversas transferências. 
Amostras 
Consumo final de Nitrato, em mM (%) 
Iniciais 1ª T. 2ª T. 3ª T. 4ª T. 
Branco 1,5 - - - - 
Benzeno 2,3 (340,2%) - - - - 
Benzeno + 
Biodiesel A 
16,5 (96,7%) - - - - 
Benzeno + 
Biodiesel B 
16,9 (99,1%) - - - - 
Biodiesel A 18,9 (115,5%) 13,4 (82,0%) 13,7 (83,8%) 11,9 (72,8%) 13,5 (82,0%) 
Biodiesel B 17,2 (104,6%) 12,5 (76,4%) 13,4 (81,8%) 8,7 (53,0%) 10,5 (64,3%) 
Tolueno 4,0 (602,0%) -3,1(-475,5 %) 0,7 (113,3%) 0,9 (133,2%) 0,6 (92,1%) 
Biodiesel A + 
Tolueno 
20,5 (119,9%) 13,9 (81,2%) 11,2 (65,9%) 13,5 (79,1%) 11,9 (69,6%) 
Biodiesel B + 
Tolueno 
21,2 (124,1%) 13,9 (81,2%) 14,1 (82,7%) 10,0 (58,6%) 13,5 (79,1%) 
 
 
Através da observação dos resultados obtidos para as amostras iniciais da 
Tabela 6, é possível verificar que, à exceção de duas amostras, todas apresentam 
valores superiores a 100% de consumo de nitrato. Estes resultados são parcialmente 
explicados pela imprecisão do elétrodo de nitrato, particularmente para valores de 
concentração tão baixos. 
Através destes resultados é possível confirmar que o nitrato funciona como 
aceitador final de eletrões da biodegradação dos diversos compostos. E, uma vez que 
os valores de consumo de nitrato são superiores a 100% para as amostras contendo 
biodiesel, é possível que a biodegradação do biodiesel neste estudo tenha sido 
completa. 
Apesar da diferente composição dos dois tipos de biodiesel utilizados neste 
estudo não são visíveis diferenças significativas entre a sua biodegradação.  
Apesar de Sorensen et al. (1995) terem adicionado uma elevada concentração 
de biodiesel, o consumo de nitrato foi inferior ao verificado neste estudo.  
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Relativamente às diversas transferências efetuadas, tal como se pode analisar, 
o consumo de nitrato é inferior aos valores apresentados nas amostras iniciais. 
Uma das razões que pode ser apresentada para explicar estes resultados, é que, 
possivelmente, não se esperou tempo suficiente para obter total biodegradação do 
biodiesel para começar uma nova transferência. Pode, também, dever-se a auto-
oxidação do biodiesel ou, ainda, à imprecisão associada ao elétrodo utilizado na 
medição de nitrato. Outros fatores incluem a acumulação de intermediários (VFA- ácidos 
gordos voláteis) ou consumo de nitrato para crescimento de biomassa. 
O objetivo da preparação destas amostras foi o enriquecimento para as bactérias 
capazes de degradar o biodiesel. Desta forma, apesar de se notar um menor consumo 
de nitrato, comparativamente ao observado para as amostras iniciais, verificou-se uma 
diminuição significativa da concentração de nitrato presente.  
A amostra da 1ª transferência, contendo apenas tolueno, apresenta um valor 
negativo do consumo de nitrato. Este pode ser explicado pelos mesmos motivos 
referidos anteriormente. No entanto, foi verificado o consumo de tolueno nesta amostra, 
que apenas foi possível através do consumo de nitrato, visto que não existiam no meio 
outros recetores de eletrões (devido à remoção de oxigénio através da purgação com 
azoto). 
A adição de antioxidantes no biodiesel tem como objetivo a sua estabilização e, 
ao mesmo tempo, impedir a sua oxidação. Salam et al. (2012) estudaram o efeito da 
adição de um antioxidante (hidroxitolueno butilado) sobre a biodegradação de um óleo 
vegetal, sob condições aeróbias, verificando a formação de polímeros numa amostra à 
qual não foi adicionado antioxidante (mostrando o seu estado avançado de auto-
oxidação) e numa outra contendo antioxidantes, no entanto, nesta amostra, os produtos 
de auto-oxidação formados encontram-se em menor quantidade (Salam et al. 2012). 
Neste estudo, o biodiesel utilizado esteve sob condições aeróbias antes de ter sido 
congelado e quando foi adicionado às amostras. Desta forma, poderia ter havido uma 
reduzida auto-oxidação, relativamente às amostras contendo biodiesel A (que não 
possui na sua constituição antioxidantes), no entanto, não se observou a formação de 
quaisquer partículas. Para além disso, caso ocorresse a sua auto-oxidação, 
possivelmente seria observada uma diminuição do consumo de nitrato ao longo das 
transferências que, neste caso, não foi verificado. 
Por outro lado, os antioxidantes podem inibir a atividade microbiana (Jay 1996), 
no entanto, neste caso não é possível tirar conclusões concretas, uma vez que não se 
observa uma diminuição significativa para o biodiesel B (que possui antioxidantes).  
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Após as diversas transferências, nas quais foram feitos enriquecimentos com 
tolueno e biodiesel, foi possível verificar que, em todas as transferências efetuadas, a 
biodegradação do tolueno nas amostras vivas foi praticamente total, uma vez que o 
consumo se situa entre os 96,9 e os 99,7%. Já no que se refere às amostras 
autoclavadas, as perdas abióticas provocaram uma diminuição do nível de nitrato, não 
tendo ultrapassado os 35%. 
Estes resultados vão de encontro aos observados por Evans et al. (1991), que 
verificou que, em todas as culturas nas quais foi efetuado enriquecimento, o consumo 
de tolueno foi na ordem dos 90 a 100%, em condições redutivas de nitrato (Evans et al. 
1991).  
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4.2. Análise da desnitrificação - Técnica de Inibição de 
Acetileno 
  
A técnica de inibição de acetileno foi realizada com o objetivo de verificar a taxa 
de desnitrificação.  
Na Figura 16 encontram-se os resultados obtidos da produção de N2O, após as 
6h de incubação das amostras, com e sem adição de acetileno, uma vez que o acetileno 
inibe a enzima N2O redutase, consequentemente bloqueando a conversão de N2O a N2 
e provocando uma acumulação progressiva de N2O. Os dados apresentados no gráfico 
da figura 12 encontram-se normalizados em função log10. 
 
 
 
Figura 12- Comparação da produção de N2O entre as amostras, com e sem adição de acetileno (C2H2). 
 
Através da análise dos dados do gráfico, observa-se que houve produção de 
N2O na amostra autoclavada com adição de acetileno, contrariamente ao que seria 
expectável. No entanto, apenas se verificou esta produção numa das réplicas o que 
pode indicar uma possível contaminação. 
Nas amostras que contêm apenas biodiesel, A e B, verifica-se que existe 
produção mais elevada de N2O nas réplicas às quais foi adicionado acetileno, permitindo 
assim concluir que há um processo de desnitrificação completo.  
Já nas amostras Tolueno e Biodiesel A + Tolueno, observa-se que a produção 
de N2O é semelhante, tanto com adição de acetileno, como sem a sua presença. Pode 
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sugerir-se neste caso que o tolueno poderá estar a inibir a passagem de N2O a N2. No 
entanto, a mistura de biodiesel B com tolueno poderá estar a induzir um processo de 
desnitrificação mais eficiente, havendo uma diferença significativa na produção de N2O 
entre as réplicas, com e sem adição de acetileno. 
Em estudos prévios, Hutchins (1992) mostrou que a técnica de bloqueio de 
acetileno pode resultar na inibição de derivados alquilados do benzeno (nos quais se 
inclui o tolueno) em condições desnitrificantes, uma vez que verificou que a presença 
de acetileno (mesmo em concentrações reduzidas), impediu a ocorrência da 
biodegradação da maioria destes compostos (Hutchins 1992). Estes resultados vão de 
encontro aos obtidos por Jorgense et al. (1995), tendo observado que a degradação de 
tolueno foi completamente inibida pelo acetileno, nas mesmas condições (Jorgensen et 
al. 1995). 
Relativamente à inibição da desnitrificação na presença de biodiesel, utilizando 
a técnica de inibição de acetileno, não foram encontrados estudos realizados 
anteriormente. 
Estes resultados poderão ser melhor explicados quando forem obtidos os 
resultados das técnicas de PCR e DGGE, tendo como objetivo verificar quais as 
comunidades microbianas presentes em cada amostra, assim como as diferenças 
existentes relativamente às comunidades iniciais. Foi realizada a extração de ADN 
utilizando amostras das garrafas de 4ª transferência (retiradas imediatamente antes da 
realização desta experiência). 
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Capítulo V: Considerações Finais e 
Recomendações Futuras 
 
5.1. Considerações Finais 
 
O presente trabalho pretendia analisar a biodegradação anaeróbia do biodiesel 
sob condições de redução de nitrato e verificar os impactes que esta teria na 
biodegradação de compostos presentes na constituição de combustíveis fósseis, neste 
caso, do benzeno e tolueno. Para tal, foram realizados diversos testes laboratoriais. 
Após a interpretação dos resultados obtidos, relativos à biodegradação do 
tolueno, observou-se que foram necessários apenas 11 dias de incubação para que 
ocorresse a sua biodegradação total.  
Quanto à biodegradação do benzeno, os resultados mostraram a sua 
persistência na presença de nitrato como aceitador final de eletrões, apesar do tempo 
de incubação ter sido maior (cerca de 48 dias) em relação ao da incubação das amostras 
contendo tolueno. 
A biodegradação do biodiesel foi demonstrada pelo consumo de nitrato, tendo-
se obtido valores superiores a 100 % na comparação entre o consumo de nitrato medido 
nas diferentes amostras e o valor teórico para o seu consumo. 
Pode concluir-se ainda que o nitrato funciona como aceitador de eletrões para 
os diversos compostos. 
A realização da técnica de inibição de acetileno permitiu concluir que nas 
amostras que contêm apenas biodiesel, A e B, há um processo de desnitrificação mais 
eficiente, uma vez que a produção de N2O é mais elevada nas réplicas às quais foi 
adicionado acetileno. Permitiu ainda sugerir que a presença de tolueno poderá inibir a 
transformação de N2O a N2. No entanto, a presença de tolueno na amostra Biodiesel B 
+ Tolueno, parece induzir um processo de desnitrificação mais eficiente. 
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5.2. Recomendações Futuras 
 
Uma das limitações encontradas na realização deste projeto foi a falta de 
informação relativa às propriedades do biodiesel comercial B (essencialmente 
constituído por óleo de colza), sendo por isso relevante a determinação prévia das suas 
caraterísticas em estudos futuros. 
De forma a complementar o presente estudo, é recomendável ainda a análise 
dos ácidos gordos voláteis (VFA) produzidos ao longo de todo o processo de 
biodegradação dos diversos compostos, uma vez que pode permitir explicar, por 
exemplo, a diminuição de consumo de NO3- que ocorre ao longo da realização das 
diferentes transferências. 
É também importante a medição do carbono orgânico total (TOC) nas diversas 
amostras, uma vez que estes dados permitiriam complementar a análise de 
biodegradação do biodiesel (através do carbono orgânico presente no início e final da 
incubação). Os procedimentos e determinação das curvas de calibração de TOC e VFA, 
encontram-se indicados no Anexo E e F, respetivamente. 
Pretende-se ainda saber os efeitos que a biodegradação dos diversos 
compostos (biodiesel, benzeno e tolueno) provoca nas comunidades presentes nas 
amostras. Foram realizadas extrações de ADN (Anexo F) do solo inicial e das amostras 
de 4ª transferência, verificando-se a sua presença em todas elas. No entanto, é 
necessário ainda a realização da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) e 
eletroforese em gel de gradiente de desnaturação (DGGE) para completar o estudo. 
Em trabalhos futuros, seria importante investigar outros locais nos quais, 
potencialmente, seja possível isolar culturas capazes de biodegradar benzeno em 
condições de redução de nitrato para que seja possível verificar a sua biodegradação 
na presença de biodiesel. É também recomendável verificar a biodegradação de 
biodiesel, assim como da sua mistura com benzeno ou tolueno, sob condições de 
redução de sulfato e ferro (III).  
Considera-se também importante a investigação da biodegradação de 
antioxidantes para todos os aceitadores de eletrões, de modo a compreender qual a sua 
influência na biodegradação do biodiesel. 
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Anexos 
 
Anexo A 
 
A1. Cálculo teórico do Consumo de Nitrato 
 
Equações genéricas de oxidação-redução de um composto orgânico, 
representado por CxHyOz, na presença de nitrato:  
 
Oxidação:  CxHyOz + (2x − z) HO2 → x. CO2 + (4x + y − 2z) H
+ + (4x + y − 2z)e− 
 
Redução:  e− + 6/5H+  + 1/5NO3
−  → 1/10 N2 + 1/5H2O  
 
Redox: 𝐶𝑥𝐻𝑦𝑂𝑧 + (4𝑥 + 𝑦 − 2𝑧)/5𝐻
+ + (4𝑥 + 𝑦 − 2𝑧)/5𝑁𝑂3
−  → 𝑥 𝐶𝑂2 + 1/5(2𝑥 + 3𝑦 −
2𝑧)𝐻2𝑂 + 1/10(4𝑥 + 𝑦 − 2𝑧)𝑁2 
 
 
A2. Cálculo teórico do Consumo de Nitrato pelos diversos compostos 
 
Experiências contendo Tolueno (C7H8): Através do procedimento indicado em 
A1, calculou-se que, para oxidação de 1 mol de tolueno, são necessárias 7 mol de     
NO3-. Sabendo que foram adicionados cerca de 9,4 µmol de tolueno, calculou-se que 
são necessários, aproximadamente, 66 µmol. NO3-. Uma vez que o volume de amostra 
é de 100 mL, divide-se o número de moles de NO3- (67 µmol) por 0,1 L. Desta forma é 
possível concluir-se que o consumo teórico do nitrato pelo tolueno é de 660 µmol NO3- 
/L, ou seja, 0,66 mmol NO3- /L. 
 
 
Experiências contendo Benzeno (C6H6): Tal como para as experiências 
contendo tolueno, utilizando o procedimento indicado em A1, calculou-se que, para 
oxidação de 1 mol de benzeno, são necessárias 6 mol de NO3-. Uma vez que foram 
adicionados cerca de 11,2 µmol de benzeno, calculou-se que são necessários, 
aproximadamente, 67 µmol NO3-. Por fim, visto que o volume de amostra é de 100mL, 
divide-se o número de moles de NO3- (67 µmol) por 0,1 L e, assim, conclui-se que o 
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consumo teórico do nitrato pelo benzeno é de 670 µmol NO3- /L, isto é, 0,67 mmol NO3- 
/L. 
 
 
Experiências contendo Biodiesel: Uma vez que o biodiesel é composto por 
vários ácidos gordos de ésteres metílicos, assume-se, para estes cálculos, apenas a 
fórmula do éster que está presente em maior percentagem nos dois tipos de biodiesel: 
o C18:1 (Tabela 3), designado por ácido oleico, sendo a sua fórmula química C18H34O2.  
Utilizando procedimento indicado em A1, calculou-se que, para oxidação de 1 
mol ácido oleico, são necessárias 20 mol de NO3-. Para saber a massa de ácido oleico 
necessário por mol de NO3- e sabendo que a massa molar do ácido oleico é de 282 
g/mol, efetuou-se o seguinte cálculo: 
(1 mol ácido oleico 20 mol NO3
−⁄ ) ∗ 282
g
mol
= 14 g ácido oleico/mol NO3
− 
 
Foram adicionados às amostras 31 µL de biodiesel (230 mg/L). Como o volume 
de amostra é de 100 mL, sabe-se que são adicionados 23 mg. Efetuou-se o seguinte 
cálculo para saber o número de moles de nitrato necessários para a oxidação do ácido 
oleico adicionado:  
(23 mg ácido oleico × 1 mmol NO3
−)
14 mg ácido oleidco ⁄ = 1,64 mmol NO3
− 
 
Por último, visto que o volume de amostra é de 100 mL, divide-se o número de moles 
de NO3- (1,64 mmol) por 0,1 L e, assim, conclui-se que o consumo teórico do nitrato pelo 
ácido oleico, ou seja, pelo biodiesel é de 16,4 mmol NO3- /L. 
 
 
Experiências contendo Biodiesel e Tolueno/Benzeno: assumindo que valor 
corresponde à soma das parcelas, então o consumo de nitrato nas amostras contendo 
biodiesel e tolueno e nas de biodiesel com benzeno é o mesmo, aproximadamente 17,1 
mmol NO3- /L.  
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Anexo B 
 
B1. Determinação da Curva de Calibração do Nitrato 
 
De modo a determinar a curva de calibração do nitrato (NO3-), recorreu-se a um 
elétrodo combinado de nitrato, o Orion™ 9700BNWP.  
O procedimento utilizado foi o seguinte:  
1. Foi adicionado, a balões de 25 mL, o volume necessário de uma solução de 1 
M de KNO3 de modo a obter as seguintes concentrações finais para cada padrão: 10-1 
M, 5x10-2 M, 10-2 M e 10-3 M; 
2. Foi adicionado a cada balão volumétrico, 0,5 mL da solução “Nitrate Ise Ionic 
Strenght Adjusting Buffer 2M (NH4)2 SO4” ; 
 
Após a montagem do elétrodo, foi adicionada a solução de enchimento até ao 
volume indicado no mesmo. Posteriormente, procedeu-se à medição da diferença de 
potencial de cada padrão, por ordem crescente de concentração, tendo-se obtido os 
seguintes valores indicados na Tabela 7: 
 
Tabela 7- Valores obtidos para determinação da curva de calibração do nitrato. 
Concentração NO3 (M) Log (Concentração) mV 
1 x 10-1 -1 -99,6 
5 x 10-2 -1,301 -79,3 
1 x 10-2 -2 -36,8 
1 x 10-3 -3 16,9 
 
 
A partir dos valores referidos na Tabela 7, foi determinada a curva de calibração 
do nitrato (Figura 13). 
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Figura 13- Curva de Calibração do Nitrato. 
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Anexo C 
 
Procedimento para determinação das curvas de calibração do Benzeno e Tolueno 
 
1. Preparação das soluções padrão da seguinte forma: 
a) Para cada composto, lavar quatro garrafas de vidro (serum bottles) de 125 mL 
com água desmineralizada. Deixar as garrafas secarem ao ar. 
b) Adicionar 100 mL de água desmineralizada a cada uma das garrafas. 
c) Encapsular as garrafas com um separador de teflon e uma cápsula de 
alumínio. 
d) Colocar em duas pequenas garrafas de vidro de 15 mL água desmineralizada 
e metanol, respetivamente. Na hotte e com luvas apropriadas, colocar benzeno numa 
garrafa de 15 mL. Selar as garrafas que contêm benzeno e tolueno com cápsula de 
alumínio e separador de teflon e rotular. 
e) Lavar uma seringa de 10 µL pelo menos seis vezes com água 
desmineralizada. Repetir o mesmo procedimento mas agora com metanol. Voltar a 
passar a seringa por água desmineralizada, pelo menos cinco vezes. 
f) Adicionar a cada uma das garrafas de vidro, devidamente seladas e rotuladas, 
o volume de benzeno/tolueno pretendido: 1 µL, 2 µL, 3 µL e 4 µL. A injeção do benzeno/ 
tolueno efetua-se diretamente na água com a garrafa em posição invertida. 
 
2. Colocar garrafas a incubar durante, pelo menos, duas horas num agitador 
automático. Garrafas colocadas numa posição invertida. 
3. Após a incubação, retirar com uma seringa apropriada, 100 µL do ar 
remanescente da garrafa e injetar no GC (cromatógrafo de cromatografia gasosa). 
Repetir este passo 3 vezes para cada solução padrão. 
4. Anotar as áreas dos picos (mV.s) do benzeno/tolueno obtidos para cada 
injeção através da análise do seu cromatograma. Fazer média das 3 medições de cada 
solução padrão. 
5. Calcular a quantidade de benzeno/tolueno presente em cada garrafa em µmol, 
tendo em conta o volume adicionado, a sua densidade e massa molar, tendo-se obtido 
as curvas de calibração indicadas em C1 (Figura 14) e C2 (Figura 16): 
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C1. Curva de Calibração do Benzeno 
 
 
 
Figura 14- Curva de Calibração do Benzeno em µmol. 
 
6. Calcular a concentração de benzeno, em µM (ou seja, µmol/L), presente na 
parte líquida (CL) de cada solução através da Lei de Henry, expressa pela seguinte 
equação: 
KH
CC =
𝐶𝐿
𝐶𝑔
   
⇔  Cg =
CL
KH
CC 
Sabendo que: 
nT =  ng + nL = (𝐶𝑔 × 𝑉𝑔) + (𝐶𝐿 × 𝑉𝐿)  
 
Substituindo na equação anterior Cg pela equação calculada anteriormente, 
obtém-se: 
CL =  
nT
(
1
KH
CC× Vg)+𝑉𝐿
   
 
na qual KH
CC é a constante de Henry adimensional, nT é o número de mol total (µmol) de 
benzeno nas garrafas de vidro, que permite calcular a massa (g) através da massa molar 
do benzeno (78,11 g/mol), ng é o número de mol na parte gasosa (µmol), nL é o número 
de mol na parte líquida (µmol), Vg é o volume de gás (L) e VL é o volume de benzeno no 
líquido (L).  
y = 4,70E-06x
R² = 9,96E-01
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
0 2000000 4000000 6000000 8000000 10000000 12000000
n
 (
µ
m
o
l)
Área (mV.s)
FCUP 
Biodegradação Anaeróbia de Biodiesel em Condições Redutivas de 
Nitrato e Impactes na Biodegradação do Benzeno e Tolueno 
49 
 
 
 
O valor da KH
CC é de 2,28 x 10-1 segundo (U.S. EPA 1996). 
 
Tabela 8- Valores obtidos para determinação da curva de calibração do Benzeno em µmol/L. 
CL (µmol/L) Média Áreas Picos (mV.s) 
53,5 2219728,3 
107,0 4761861,8 
160,6 6941224,5 
214,1 9767853,6 
 
 
 
 
Figura 15- Curva de Calibração do Benzeno em µM.  
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C2. Curva de Calibração do Tolueno 
 
 
 
Figura 16- Curva de Calibração do Tolueno em µmol. 
 
6. Calcular a concentração de benzeno, em µM (ou seja, µmol/L), presente na 
parte líquida (CL) de cada solução através da Lei de Henry, expressa pela seguinte 
equação: 
KH
CC =
𝐶𝐿
𝐶𝑔
   
⇔  Cg =
CL
KH
CC 
Sabendo que: 
nT =  ng + nL = (𝐶𝑔 × 𝑉𝑔) + (𝐶𝐿 × 𝑉𝐿)  
 
Substituindo na equação anterior Cg pela equação calculada anteriormente, 
obtém-se: 
CL =  
nT
(
1
KH
CC× Vg)+𝑉𝐿
   
 
na qual KH
CC é a constante de Henry adimensional, nT é o número de mol total (µmol) de 
tolueno nas garrafas de vidro, que permite calcular a massa (g) através da massa molar 
do tolueno (92,14 g/mol), ng é o número de mol na parte gasosa (µmol), nL é o número 
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de mol na parte líquida (µmol), Vg é o volume de gás (L) e VL é o volume de tolueno no 
líquido (L). 
O valor da KH
CC é de 2,72 x 10-1, segundo  (U.S. EPA 1996). 
 
 
Tabela 9- Valores obtidos para determinação da curva de calibração do Tolueno em µmol/L. 
CL (µmol/L) Média Áreas Picos (mV.s) 
49,2 1680856,4 
98,4 3683735,2 
147,6 5750673,5 
196,8 7311714,2 
 
 
 
 
Figura 17- Curva de Calibração do Tolueno em µM. 
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Anexo D 
 
Composição química do Meio Basal 
 
O meio usado nas experiências foi descrito anteriormente por Evans et al. 1991 
e a sua composição encontra-se indicada na seguinte tabela: 
 
Tabela 10- Composição do meio basal. 
Compostos C (g/L) 
Na2HPO4.2H2O 7,9 
KH2PO4 1,5 
NH4Cl 0,3 
KNO3 (20 mM) 2,02 
MgSO4.7H2O 0,1 
 
 
Foram ainda adicionados: 5 mL/L da solução de elementos traço; 0,01 g/L de 
extrato de leveduras (Evans et al. 1991) e 0,2 mL/L da solução de vitaminas (Stams et 
al. 1993). A solução foi ajustada a pH de 7,5 com NaOH (1M e 10M). 
 
A composição da solução de elementos traço é a seguinte (Tabela 11):  
 
Tabela 11- Composição da solução de elementos traço adicionada ao meio basal. 
Compostos C (g/L) 
EDTA 50 
ZnSO4 .7H2O 22 
CaCl2 5,54 
MnCl2.4H2O 5,06 
FeSO4.7H2O 4,99 
(NH4)6Mo7O24.4H2O 1,1 
CuSO4.5H2O 1,57 
CoCl2 1,61 
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Esta solução foi ajustada a pH de 6,0 (Evans et al. 1991) com NaOH (1M e 10M). 
 
A solução de vitaminas foi descrita por Stams et al. 1993 e a sua composição é 
a seguinte (Stams et al. 1993): 
  
Tabela 12- Composição da solução de vitaminas adicionada ao meio basal. 
Vitaminas C (g/L) 
Biotina 0,02 
Niacina 0,2 
Piridoxina 0,5 
Riboflavina 0,1 
Tiamina 0,2 
Cianocobalamina 0,1 
Ácido para-aminobenzóico 0,1 
Ácido pantoténico 0,1 
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Anexo E 
 
Determinação da Curva de Calibração do TC (Carbono Total) 
 
O procedimento utilizado, de forma a determinar a curva de calibração de TC, foi 
o seguinte:  
1. Foram preparadas soluções padrão, partindo da solução mãe com 
concentração de 1000 mg/L. Foram feitas diluições de modo a obter padrões com as 
seguintes concentrações: 0 mg/L, 20 mg/L, 40 mg/L, 60 mg/L, 80 mg/L e 100 mg/L.  
2. Realizou-se a medição do carbono total usando o TOC- V CSN Total Organic 
Carbon Analyser, com temperatura da coluna de 900°C. Para tal, efetuaram-se 3 
injeções de 50 µL para cada padrão de modo a serem obtidas as áreas correspondentes 
a cada um, tendo-se obtidos os seguintes resultados: 
  
Tabela 13- Valores obtidos para determinação da curva de calibração de TC, em mg/L. 
C (mg/L) Média Áreas dos Picos 
0,001 5,1 
20 48,3 
40 89,3 
60 132,4 
80 173,2 
100 215,7 
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Figura 18- Curva de Calibração TC.  
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Anexo F 
 
Determinação das Curvas de Calibração de Ácidos Gordos Voláteis 
 
O procedimento utilizado, de modo a determinar as curvas de calibração dos 
ácidos gordos voláteis, foi o seguinte: 
1. Foram preparadas soluções padrão de cada um dos ácidos gordos voláteis a 
analisar, partindo de soluções mãe previamente preparadas, com concentração de 500 
mg/L (as soluções de ácido n-butírico e de ácido valérico preparadas possuem 
concentrações ligeiramente mais baixas, de 482 e 469,5 mg/L respetivamente). 
2. As soluções preparadas para as diversas concentrações pretendidas foram 
preparadas em eppendorfs em que cada um continha todos os ácidos gordos voláteis a 
analisar, num volume final de 1 mL. 
3. Após preparadas as soluções padrão, adicionar 100 µL de ácido fórmico a 
10% e homogeneizar. Retirar com uma seringa apropriada, 1 µL da solução e injetar no 
GC (cromatografia gasosa). Repetir este passo 3 vezes para cada solução padrão. (Os 
parâmetros utilizados no método para medição dos níveis dos ácidos gordos voláteis 
foram os seguintes: injetor a 200°C, detetor a 200°C. Foi usado um programa de 
temperatura com inicio aos 130°C aumentando 2°C/min a partir dos 2 minutos de análise 
até atingir os 140°C, mantendo-se contante por 13 minutos. Coluna utilizada: Carbopack 
C com 0,3% Carbowax 20M + 0,1% de H3PO4). 
4. Anotar as áreas dos picos (mV.s), de cada ácido gordo volátil, obtidas para 
cada injeção através da análise dos seus cromatogramas. Fazer média das 3 medições 
de cada solução padrão. 
Os resultados obtidos foram os seguintes: 
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F1. Curva de Calibração do Ácido Acético 
 
 
Tabela 14- Valores obtidos para determinação da curva de calibração do Ácido Acético, em mg/L. 
C (mg/L) Média Áreas (mV.s) 
10 29768,7 
30 63540,6 
50 96461,4 
70 134971,6 
100 181643,1 
 
 
 
Figura 19- Curva de Calibração do Ácido Acético. 
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F2. Curva de Calibração do Ácido Propiónico 
 
 
Tabela 15- Valores obtidos para determinação da curva de calibração do Ácido Propiónico, em mg/L. 
C (mg/L) Média Áreas (mV.s) 
10 35577,2 
30 101021,3 
50 172941,1 
70 236447,1 
100 337191,4 
 
 
 
Figura 20- Curva de Calibração do Ácido Propiónico. 
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F3. Curva de Calibração do Ácido N-Butírico 
 
 
Tabela 16- Valores obtidos para determinação da curva de calibração do Ácido N-Butírico, em mg/L. 
C (mg/L) Média Áreas (mV.s) 
9,64 44767,2 
28,92 129316,3 
48,20 224067,6 
67,48 308736,2 
96,40 436895,8 
 
 
 
Figura 21- Curva de Calibração do Ácido N-Butírico. 
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F4. Curva de Calibração do Ácido Valérico 
 
 
Tabela 17- Valores obtidos para determinação da curva de calibração do Ácido Valérico, em mg/L. 
C (mg/L) Média Áreas (mV.s) 
9,39 51018,0 
28,17 140678,7 
46,95 239834,6 
65,73 308840,7 
93,9 439572,7 
 
 
 
Figura 22- Curva de Calibração do Ácido Valérico. 
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Anexo G 
 
Procedimento para extração de ADN 
 
Foi extraído ADN de uma amostra do solo recolhido em Estarreja utilizado na 
experiência e ainda de todas as amostras de 4ª transferência, no final da biodegradação 
de tolueno e biodiesel. 
De modo a efetuar a extração de ADN, foram retirados aproximadamente 0,25 g 
da amostra de solo e 1 mL das amostras de 4ª transferência. 
 O procedimento utilizado para a extração ADN foi um kit de isolamento de ADN 
PowerSoil (Mobio Laboratories Inc., Solana Beach, CA).  
A qualidade do ADN extraído foi certificada juntando 5 µL do ADN total num gel 
de agarose corado com corante sybersafe. 
 
 
 
